





















costs  of  Campylobacter  bacteriophages.  Lyophilization  methods  were  adopted  with  various 
excipients  to  enhance  stabilization  in  combination  with  packaging  options  for  international 
transport.  Lyophilization  of  Eucampyvirinae  CP30A  using  tryptone  formed  a  cake  that  limited 
processing titer reduction to 0.35 ± 0.09 log10 PFU mL‐1. Transmission electron microscopy revealed 




Refrigerated  international  transport  and  rehydration  of  the  cake  resulted  in  a  total  phage  titer 
reduction of 0.81 ± 0.44 log10 PFU mL‐1. A significantly higher titer loss was observed for phages that 
were not refrigerated during transport (2.03 ± 0.32 log10 PFU mL‐1). We propose that lyophilization 






to  the Centers  for Disease Control and Prevention, Campylobacter has been  identified as  the most 
common  form  of  foodborne  infection  since  2013  in  the USA  and  caused  the  highest  number  of 
infections (19.5 cases per 100,000 population) during 2018, representing a 12% increase in incidence 
compared  to 2015–2017  [2]. Among  the  reported cases, 18% of  infected people were hospitalized 
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from 18% of sampled chicken carcasses and 16% of sampled chicken parts  [4].  In  the UK, Public 
Health England reported that Campylobacter caused 56,729 cases of infection (96.57 cases per 100,000 
population)  in  2017  and  that  56%  of  the  sampled  retail  whole  chicken  were  Campylobacter 
contaminated [5,6]. 
In developing  countries,  the  surveillance  systems  for Campylobacter  are  often  incomplete  or 
absent due to lack of resources (e.g., trained scientists, funding, infrastructure) compared with the 
developed world.  The  disease  burden  of  Campylobacter  in  low‐  and middle‐income  countries  is 
therefore either underestimated or unknown. In Kenya’s capital Nairobi, Campylobacter is prevalent, 
with 33%–44% of broiler chicken  from small  farms and 60–64% retail chickens being positive  [7]. 
Campylobacter infection in Kenya has the world’s highest fatality rate of 8.8% (5/57) within children 
under 5 years old in hospitals [8]. 
There  is  no  doubt  that  the  prevalence  of  Campylobacter  in  both  developed  and  developing 
countries needs to be limited, and in response to this the European Union has placed a limit of 1000 





for  farm and slaughterhouse use. Prebiotics and probiotics have been  investigated as  sustainable 
interventions to reduce Campylobacter levels in host animals through intestinal competition [18–21]. 
These approaches may be complementary to phage applications on farms. However, phages can also 
be  applied  as  a directed bio‐sanitation  tool  against Campylobacter  that  can penetrate  and disrupt 
biofilms to kill bacteria [22]. 
To realize the promise of phage therapy to reduce the burden of pathogenic bacteria, studies 
have  focused  on making dry  powder  preparations  for phages  to maintain  titer  stability,  extend 
product shelf‐life and transport range, provide ease of handling and, optionally, to enable application 
as  an  inhalable product  [23–26]. There  are  two  common drying processes:  lyophilization, which 
removes ice from frozen samples by sublimation under vacuum, and spray‐drying, which evaporates 
water from an atomized liquid sample in a hot drying gas. In one study [24], lyophilization caused 
less damage  to phages  than  spray‐drying,  and  it has  been widely  applied  in  biopharmaceutical 
industries  to produce  therapeutic proteins and vaccines. After  lyophilization,  the product confers 
stabilization via solid glass formation and possesses a decreased molecular mobility, with less chance 
to encounter microbial contamination, although Wang has pointed out there remain many routes for 
physical  and  chemical  instability  [27].  In  this  study, we have  focused on designing  a  systematic 
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2.2. Phage Propagation and Titration 







overnight. After  incubation,  the  recovered phage  lysate was  filtered  through  a  0.22  μm  filter  to 
remove bacteria. 
To titer the propagated phage, a bacterial lawn was firstly prepared by harvesting overnight‐





















1‐2 LDplus  freeze dryer  (Christ, Osterode, Germany) at  ‐65  °C under 0.013 mbar pressure  for 24 










Lyophilized  phage CP30A was  shipped  from Nottingham, UK  to Nairobi, Kenya  either  at 
ambient temperatures or by refrigerated delivery services provided by Carramore International Ltd 
(Holmfirth,  UK).  The  shipments  contained  three  biological  replicates  for  each  formulation.  An 
identical  set  of  samples was  prepared  from  the  same  batch  and  incubated  in  the  Nottingham 




were  rehydrated  and  enumerated  at  the  same  time  in  the Nottingham  laboratory.  Both  sets  of 















































for  preservation  and  transportation  to  minimize  the  chances  of  contamination  and  deliver 
reproducible titers. 
3.2. Phage CP30A Supplemented with Tryptone Retained the Highest Titer Postlyophilization 
To maintain CP30A  phage  titers,  lyophilization was  investigated  using  a Christ Alpha  1–2 
LDplus freeze dryer to produce a dry phage‐cake. The lyophilized product showed a typical moisture 









tryptone.  (B)  Titer  loss  of  lyophilized  phage  with  tryptone  supplemented  to  different  final 
concentrations. Error bars  represent  the  standard deviation of  the mean between  three biological 
replicates. 
The presence of bacterial debris could constitute a risk if applied to animals or edible goods, and 
therefore  buffer  exchange  was  required  for  filtered  phage  samples  to  make  them  feasible  for 
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biocontrol purposes. In this study, residual components of bacterial origin were removed from the 





matter  less  than  0.1  mg  mL‐1  for  both  purification  approaches).  The  solid  content  within  the 




Figure  2A  illustrates  that  bacteriological  agar  was  not  a  suitable  stabilizing  agent  during 
lyophilization  since  there was  no  significant  difference  in  phage  titer  changes  between  samples 
propagated using solid agar or liquid media methods. Ingredients from the NZCYM broth medium, 
including  casamino  acids,  sodium  chloride, magnesium  sulfate, yeast  extract and  tryptone, were 
individually  added  to  purified  phage CP30A  to  determine  their  ability  to  stabilize  phage  upon 
lyophilization  (Figure  2A). Among  these,  phage  CP30A  supplemented with  tryptone  to  a  final 
concentration of 1 g L‐1 showed the least titer change caused by lyophilization (‐0.35 ± 0.09 log10 PFU 
mL‐1), which was similar to the titer loss we observed for unpurified phage CP30A (p > 0.05). Tryptone 
supplementations  at  a  range  of  concentrations were  analyzed  to determine  that  1 g L‐1  tryptone 




























































determined  via  TEM  to  investigate  any  potential  cause  for  the  reductions  in  titer  observed 










forming  a  protective  amorphous  layer.  Lyophilized  phage CP30A was  examined  using  SEM  to 
examine the structures in which the phages were embedded. After lyophilization, tryptone formed 
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an amorphous branched network of sheets on which were located sphere‐like shells (d = 1079.5 ± 140 




Figure 6. SEM of  lyophilized phage CP30A.  (A) Phage CP30A with  tryptone  imaged  immediately 
after lyophilization. (B) Lyophilized phage CP30A with tryptone and incubated at 4 °C for 23 days. 
(C) Lyophilized phage CP30A with  tryptone and  incubated at 25 °C  for 23 days.  (D) Lyophilized 
phage CP30A without any addition. The scale bars are indicated in situ for each panel. 
4. Discussion 
As  an  alternative  approach  to  control  bacterial  pathogens  from  various  reservoirs, 
bacteriophages have been a focus for research in recent years. A role for which phages are well suited 




and  storage volume  is  to dehydrate phages. Studies have  shown both  lyophilization  and  spray‐
drying process can effectively produce phage powder/cake without substantially impairing phage 
viability [23,25,32,33]. 
The  objective  of  the  present  study was  to  design  a  systematic  lyophilization  approach  for 
Campylobacter bacteriophage that is feasible for transportation to enable phage cocktail candidates to 
be shared in the pursuit of the international development of phage products for regional applications. 
Phage CP30A was used  in  the  study as an exemplar of a virulent broad‐host phage with  robust 
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caused  by  broken,  deformed,  or  detached  capsid  structures  compared with  the morphology  of 
untreated phage, an observation that could be related to the formation of ice crystals. The successful 
rehydration  of phage preparations with  low  titer  losses demonstrated  that  the phage  structures 
remained intact and viable. Frequently, C. jejuni phages can irreversibly form aggregates at high titers 
[13]. A significant benefit of the lyophilization procedure was that this did not occur at reconstitution. 




terms  of  the  amorphous  structures  present  for  lyophilized CP30A  phage  preparations  stored  at 
higher temperatures with those stored under refrigerated conditions. The higher temperatures may 































improvements  should  establish  the  optimal  moisture  content  for  phage  CP30A  to  use  this  for 
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reference as new Campylobacter phage cocktail candidates are discovered. In summary, lyophilization 
can  produce  stable  cake  of  CP30A  phage  with  a  titer  loss  of  less  than  1  log10  PFU mL‐1  after 
international transportation and is suitable for batch phage preparation when phage titers need to be 
assured for immediate use. 
Author  Contributions:  L.L.,  P.C.,  P.M.  and  R.O.  carried  out  the  experiments.  N.C.,  S.K.,  T.N.  and  R.V. 
contributed  to  the  study design. L.L.  and  I.C.  implemented  the design,  interpreted  the data  and wrote  the 
manuscript. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript. 
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